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PEPTIDES ANTIMICROBIENS , POLYPEPTIDES 
COMPRENANT LESDITS PEPTIDES, GENES CODANT LESDITS PEPTIDES, 
VECTEURS, ORGANISMES TRANSFORMES ET COMPOSITIONS LES 
CONTENANT. 

5 

La presente invention a pour objet de nouveaux 
peptides presentant des proprietes antimicrobiennes , des 
polypeptides comprenant lesdits peptides, des 
polynucleotides codant lesdits peptides, des genes 

10 chimeres, des vecteurs contenant lesdits polynucleotides ou 
lesdits genes chimeres et des organismes transformes. 
L' invention concerne egalement des compositions 
antimicrobiennes contenant lesdits peptides utilisables en 
therapie humaine et animale, en agriculture ainsi que dans 

15 1'industrie agroalimentaire et phytosanitaire. 

Tant en sante humaine et animale qu'en sante 
vegetale, le besoin de nouvelles molecules permettant de 
lutter centre les infections d'origine bacterienne et 
fongique est grandissant. En sante humaine, les infections 
nosocomiales d'origine bacterienne et fongique constituent 
des infections graves qui affectent les patients 
hospitalises. Elles s'averent particulierement redoutables 
pour les patients dont le systeme immunitaire est fragilise 
suite a des traitements comme la corticotherapie ou la 
chimiotherapie, des interventions comme des 
transplantations ou des maladies affectant le systeme 
immunitaire comme le Syndrome d' ImmunoDef icience Acquise. 
La situation est particulierement preoccupante pour les 
patients immunodeprimes infectes par des bacteries a Gram 
positif de genre Enterococcus . Les Enterococci ont ete 
reconnus depuis ces 2 dernieres decennies comme etant la 
principale cause du developpement de bactericemies , 
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d' infections urinaires et d' infections intra-abdominales 
chez les patients hospitalises (Pathogenicity of 
Enterococci, Lynn E. Hancock and Michael S. Gilmore, Gram- 
Positive Pathogens, ASM Publications 2000). Panni les 
Enterococci les plus pathogenes, on repertorie notanraient 
les especes Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. 
Enterococcus faecalis est a lui seul responsable d' environ 
80% des infections nosocomials mentionnees precedemment . 
Les infections causees par les bacteries de genre 
Enterococcus sont particulierement difficiles a traiter. 
Les Enterococci tolerent une large variete de conditions de 
croissance. lis presentent notamment la capacite de croitre 
dans des environnements hypotoniques , hypertoniques , 
acides, alcalins et dans des environnements dont la gamme 
de temperature s'echelonne entre 10 et 45«C. L'azide de 
sodium et les sels biliaires qui inhibent la croissance 
voire detruisent la plupart des microorganismes, sont 
toleres par les Enterococci. Les composes antibacteriens 
les plus communement utilises a l'heure actuelle sont ou 
derivent de substances naturelles produites par des 
bacteries, des actinomycetes et des champignons. Ces 
composes antibacteriens sont regroupes selon les 
principales classes qui suivent : les ^-lactams incluant 
les penicillines, la methicilline, les cephalosporins et 
les monobactames ; les aminoglycosides incluant la 
streptomycine, la gentamicine, la neomycine, la 
tobramycine, la netilmycine et l'amikacine ; les 
tetracyclines incluant la minocycline et la doxycycline ; 
les sulfonamides et trimethoprimes ; les fluoroquinolones 
incluant la ciprof loxacine , la norfloxacine et 
l'ofloxacine ; les macrolides incluant l'erythromicine, 
l'azithromycine et la clarithromycine ; les quinolones 
incluant la ciprofloxine ; les polymyxines ; les 
glycopeptides incluant la vancomycine ; les polymyxines ; 



les lincosamides ; et le chloramphenicol. Les Enterococci 
ont naturellement developpe des mecanismes de resistance 
contre la plupart des antibacteriens classiques et 
notamment contre les ^-lactams de type penicilline et 
cephalosporines, contre les aminoglycosides de type 
gentamycine, contre les quinolones, contre les 
glycopeptides de type vancomycine, contre les 
tetracyclines, contre les macrolides de type erythromycins, 
contre le chloramphenicol et contre 1 ' ampicilline 
(Diversity among Multidrug-Resistant Enterococci, Barbara 
E. Murray, Emerging Infectious Diseases, Vol.4, No.l, 
January-March 1998). Pour exemple, le pourcentage 
d' infections nosocomiales causees aux Etats-Unis par les 
Enterococci resistants a la vancomycine a augmente de plus 
d'un facteur 20 entre 1989 et 1993 soit de 0,3% a 7,9% 
(Multiple-Drug Resistant Enterococci : The Nature of the 
Problem and an Agenda for the Future, Mark M. Huycke, 
Daniel F. Sahm and Michael S. Gilmore, Emerging Infectious 
Diseases, Vol.4, No. 2, April- June 1998). 

Des peptides presentant des proprietes 
antimicrobiennes sont produits par une grande variete 
d'especes tant animales que vegetales, chez lesquelles ils 
participent a des mecanismes non specifiques de defense 
contre les infections (Antimicrobial peptides of 
multicellular organisms, Zasloff M. , Nature Vol.415, Jan 
2002, 389-395). 

Les insectes ont notamment developpe un systeme 
de defense efficace contre les microorganismes . Cette 
reponse immunitaire s'appuie pour une large part sur la 
synthese rapide et transitoire de peptides antimicrobiens a 
large spectre d'activite (Antimicrobial peptides in 
insects ; structure and function, Bulet P. and al., Dev. 
Comp. Immunol. 23, 1999, 329-344). Parmi les peptides 



d'insectes qui presentent des proprieties contre les 
bacteries a Gram positif, on repertorie notamment les 
cecropines, les dgfensines, la thanatine et la moricine. 
Les cecropines sont des peptides isoles a partir de 
dipteres et de lepidopteres qui presentent une structure 
tridimensionnelle du type comportant 2 helices a 
amphipatiques ( Amphipatic , a-helical antimicrobial 
peptides, Tossi A., Sandri L., Giangaspero A., Biopolymers, 
Vol. 55, 4-30 (2000); WO 89/00194). Les defensines 
d'insectes sont des peptides isoles a partir d'ordres 
varies d'insectes qui presentent une structure 
tridimensionnelle du type comportant une helice a et 2 
brins p antiparalleles relies par 3 ponts disulfure (EP 
0349451 ; WO 90/13646 ; EP 0546213 ; FR 2695392 ; EP 
0607080 ; WO 97/02286). La thanatine est un peptide isole a 
partir de l'hemiptere Podlsus maculiventris qui presente 
une structure tridimensionnelle du type 0 hairpin-like 
comportant deux brins p antiparalleles relies par un pont 
disulfure (WO 99/24594). La moricine est un peptide isole a 
partir du lepidoptere de la famille des Bombycldae, Bombyx 
mori (JP 08119995 ; JP 11215983). Parmi les peptides 
prec^demment enumeres, aucun n'a ete decrit comme 
pr^sentant une activite contre les bacteries a Gram positif 
de genre Enterococcus. 



Le probleme technique pose par la presente 
invention consiste a caracteriser de nouveaux composes 
presentant des proprietes antif ongiques et/ou 
antibacteriennes et plus particulierement contre les 
bacteries a Gram positif de genre Enterococcus responsables 
d' infections opportunistes graves chez l'homme et/ou les 
animaux. 



Par « antibacterien » , on entend selon la 
prSsente invention, toute molecule pr^sentant des 
proprietes bacteriostatiques et/ou bactericides. Par 
« antifongique », on entend selon la pr6sente invention, 
toute molecule presentant des proprietes f ongistatiques 
et/ou fongicides. 

Dans les sequences peptidiques rapportees ci- 
apres, les acides amines sont representes par leur code k 
une lettre, mais ils peuvent etre aussi repr6sent6s par 
leur code a trois lettres selon la nomenclature ci-dessous. 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 



Y 



Tyr tyrosine 



La Demanderesse a maintenant isol6, purifig et 
caract6ris6 de nouveaux peptides a partir de 1 'h6molymphe 
de larves immunises du 16pidoptSre de la famille des 
Nymphalidae, Caligo lllioneus (Figure 1). Les 16pidoptSres 
de la famille des Nymphalidae ont une activity diurne et se 
caractfirisent par la presence d'antennes se terminant en 
forme de massue r de couleurs vives avec motifs et d'ailes 
verticales au repos. 

Les peptides isol6s par la Demanderesse a 
partir de l'h&nolymphe de larves immunises du l§pidopt£re 
Caligo illioneus rfipondent & la formule (I) z 
Xaa-Lys-Ile-Pro-Xab-Ala-Xac-Lys-Gly-Ala-Xad-Arg-Ala-Leu- 

Xae-Ala-Ser-Thr-Ala-Xaf-Asp-Ile-Ala-Xag-Phe-Xah-Arg-Lys~ 
Arg-Xai (I) 

dans laguelle, 

Xaa est — NH2 ou le reste peptidique Arg ou Gly r 
Xab est le reste peptidique Ile-Asn ou Val-Glu, 
Xac est le reste peptidique Ile-Lys, Ile-Arg ou 

Leu-Lys , 

Xad est le reste peptidique Ser-Arg-Ala-Trp, 
Lys-Ala-Val-Gly-His-Gly-Leu ou Lys-Val-Ala-Gly-Arg-Ala-Trp, 
Xae est le reste peptidique Asp-Leu , Asn-Ile ou 

Asp-Leu , 

Xaf est le reste peptidique Tyr ou His, 

Xag est le reste peptidique Ser-Ile, Ser-Ala ou 

His-Leu, 

Xah est le reste peptidique Asn, Asp ou His, 
Xai est -OH ou le reste peptidique Glu, Asn ou 

Lys-His. 



La pr6sente invention a done pour principal 
objet un peptide isolfi repondant a la formule (I): 
Xaa-Lys-Ile-Pro-Xab-Ala-Xac-Lys-Gly-Ala-Xad-Arg-Ala-Leu- 
Xae-Ala-Ser-Thr-Ala-Xaf-Asp-lle-Ala-Xag-Phe-Xah-Arg-Lys- 
Arg-Xai (I) dans laquelle Xaa, Xab, Xac, Xad, Xae, Xaf, 
Xag, Xah et Xai sont tels que definis prec€demment , ses 
derives et ses fragments. 

La formule (I) correspond a la sequence SEQ ID 
NO :1 dans le listage de sequences en annexe. 

La prSsente invention concerne plus 
particulierement un peptide isole repondant a l'une des 
sequences suivantes : 

- ETD-P1646 GKIPINAIRKGAKAVGH 
GLRALNIASTAHDIASAFHRKRKH (SEQ ID 
NO :2 dans le listage de sequences en annexe) 

- ETD-P1647 RKIPVEAIKKGASRAWR 
ALDLAS TAYDIAS IFNRKRE (SEQ ID NO :3 dans 
le listage de sequences en annexe) 

- ETD-P1648 GKIPVEALKKGAKVAGR 
AWRALDLAS TAYDIAHLFDRKRN (SEQ ID NO :4 
dans le listage de sequences en annexe), 

ses d£riv€s et ses fragments. 

A titre de derives des peptides de 1' invention, 
on peut citer les peptides qui presentent une modification 
post-traductionnelle et/ou modification chimique en 
particulier une glycosylation, une amidation, une 
acylation, une acetylation, une methylation ainsi que les 
peptides qui portent un groupement protecteur. On entend 
par « groupement protecteur » selon la presente invention, 
tout groupement permettant d'eviter la degradation desdits 
peptides . 
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Les derives des peptides de 1' invention peuvent 
figalement Stre ceux dont un ou plusieurs acides amines sont 
des £nantiomdres, des diast6r€oisom&res, des acides amines 
naturels de conformation D, des acides amines rares 
notamment 1 ' hydroxyproline , 1 ' hydroxylysine, 1'allo- 
hydroxy lysine, la 6 -N-m6 thy lysine, la N-6thylglycine, la N- 
mtthylglycine, la N-6thylasparagine, 1'allo-isoleucine, la 
N-methylisoleucine, la N-m6thylvaline, la pyroglut amine, 
l'acide aminobutyrique et les acides amines synthttiques 
notamment 1' ornithine, la norleucine, la norvaline, la 
cyclohexyl-alanine et les om6ga-acides amines. Les d6riv6s 
couvrent ggalement les rStropeptides et les r6tro- 
inversopeptides, de meme que les peptides dont la chaine 
lat6rale d'un ou plusieurs des acides amines est substitute 
par des groupements qui ne modifient pas 1' activity 
antimicrobienne des peptides de 1' invention, 

A titre de fragments des peptides de 
1' invention, on entend des fragments d'au moins 5 acides 
amines qui prtsentent une activity antimicrobienne. 
L' activity antimicrobienne des d6riv6s et des fragments des 
peptides de 1' invention peut etre mise en Evidence grace 
aux tests in vitro dtcrits ci-apres dans 1 ' exemple 4. 

L' invention concerne aussi un polypeptide 
comprenant un peptide de 1' invention. L' invention envisage 
plus particuliSrement un polypeptide comprenant un peptide 
de 1' invention dont l'une et/ou 1' autre des extr6mit6s 
dudit peptide comprend un ou plusieurs acides amines 
n#cessaires a son expression et/ou k son ciblage dans un 
organisme hote. 

L ' invention concerne ggalement un 
polynucleotide isolS codant un peptide ou un polypeptide de 



1' invention. On entend par « polynucleotide » selon la 
pr6sente invention , une sequence nucieique de type ADN ou 
ARN, de preference ADN, notamment double brin. 

L'invention concerne egalement les 
polynucleotides isoies qui comprennent des modifications au 
niveau d'un ou plusieurs nucleotides resultant de la 
degenerescence du code genetique et qui codent une meme 
sequence d'acides amines des peptides ou polypeptides de 
l'invention. 

L'invention couvre egalement les 
polynucleotides isoies codant les peptides ou les 
polypeptides de l'invention et capables de s'hybrider dans 
des conditions stringentes aux dits peptides ou 
polypeptides. On entend par « condition stringentes » selon 
la presente invention, les conditions enseignees par 
Sambrook et al. (Molecular cloning, 1989, Noland C. ed., 
New York : Cold Spring Harbor Laboratory Press). 

L'invention couvre egalement les sequences 
nucieotidiques complement aires des polynucleotides isoies 
definis ci-dessus ainsi que les ARN correspondants . 

L'invention concerne egalement un gdne chimdre 
comprenant au moins, lies entre eux de fagon 
operationnelle, un promoteur constitutif ou inductible 
fonctionnel dans un organisme hate, un polynucleotide 
codant un peptide ou un polypeptide de l'invention et un 
element terminateur fonctionnel dans un organisme hote. On 
entend par « lies entre eux de fagon operationnelle » selon 
l'invention, des elements lies entre eux de fagon a ce que 
le fonctionnement d'un des elements est affecte par celui 
d'un autre. A titre d'exemple, un promoteur est lie de 
fagon operationnelle a une sequence codante lorsqu'il est 
capable d'affecter 1' expression de cette derniSre. 
L' ensemble des elements r6gulateurs de la transcription, de 
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la traduction et de la maturation de peptides ou 
polypeptides que le gene chimere peut comprendre est connu 
de l'homme du metier et ce dernier est capable de les 
choisir en fonction de l'organisme hdte. Le gfcne chimdre 
peut notamment comprendre a titre d' element r€gulateur 
additionnel, des sequences codant pour un peptide signal ou 
de transit de fagon & diriger la secretion du peptide ou 
polypeptide de 1' invention dans l'organisme h6te. Lorsque 
l'organisme hdte est une levure, ces sequences sont 
pr€£ erentiellement les sequences pre de BGL2 et pro de 
MFal qui permettent la secretion du peptide ou polypeptide 
de 1' invention directement dans le milieu de culture. Le 
gSne chimere peut en outre comprendre des sequences codant 
une endoprotease pour augmenter 1' activity prot6olytique 
dans l'organisme hdte durant le processus de secretion. 
Lorsque l'organisme hote est une levure, ces sequences sont 
preferentiellement les sequences du gdne KEX2 codant 
1' endoprotease yscf qui permet de cliver la sequence pro du 
pr6-pro-peptide de 1' invention durant le processus de 
secretion. 

L' invention concerne egalement un vecteur de 
clonage et/ou d' expression caracterise en ce qu'il contient 
un polynucleotide ou un g&ne chimere selon 1' invention pour 
transformer un organisme hote et exprimer dans ce dernier 
un peptide ou polypeptide de 1' invention. Le vecteur peut 
etre un plasmide, un cosmide, un bacteriophage ou un virus 
en particulier un baculovirus . Le vecteur est 
avantageusement un vecteur k replication autonome 
comportant des elements permettant son maintien et sa 
replication dans l'organisme h6te comme une origine de 
replication. En outre , le vecteur peut comporter des 
elements permettant sa selection dans l'organisme hote 
comme par exemple un gdne de resistance h un compose 
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antibacterien ou un gene de selection qui assurent la 
complementation avec le gSne respect if delete au niveau du 
g6nome de l'organisme hote. Le vecteur peut egalement etre 
un vecteur navette comportant des Elements peirmettant son 
maintien et sa replication dans chacun des organismes h6te 
et des Elements permettant sa selection dans chacun des 
organismes hdte. De tels vecteurs de clonage et/ou 
d r expression sont bien connus de l'homme du metier et 
largement decrits dans la litt6rature. 

L' invention concerne egalement un organisme 
hote trans forme par un vecteur de 1' invention. Par 
« organisme hdte » selon la presente invention , on entend 
tout organisme uni- ou pluricellulaire, inferieur ou 
super ieur, dans lequel un polynucleotide ou un gSne chime re 
de 1' invention est introduit pour la production d'un 
peptide ou polypeptide de 1' invention, Selon une forme 
preferee de 1' invention, l'organisme h6te est un 
microorganisme tel qu'une levure, une bacterie ou un 
champignon. La transformation de tels microorganismes 
permet de produire les peptides ou polypeptides de 
1' invention a echelle semi-industrielle ou industr ielle . A 
titre de bacterie, l'invention envisage plus 
particuliferement la bacterie de l'espece Escherichia coli. 
A titre de levure, l'invention envisage plus 
particulidrement une levure du genre Saccharomycea , de 
preference de l'espece Saccharomycea cerevisiae, du genre 
Kluyveromyces , de preference de l'espece Kluyveromyces 
lactis, du genre Hansenula, de preference de 1'espSce 
Hansenula polymorpha, du genre Pichia, de preference de 
l'espece Pichia pastoris ou du genre Schizoaaccharomycea, 
de preference de l'espdce Schizosaccharomyc&s pombe. A 
titre de champignon, l'invention envisage plus 
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particulidrement le champignon filamenteux de l'espece 
Aspergillus nidulans. 

Selon une autre forme de 1 ' invention, 
l'organisme bote est un animal, en particulier une cellule 
d ' arthropode (par exemple une cellule de Spodoptera 
frugiperda ou de Trlchoplusia nl) ou une cellule de 
mammif&re. 

Selon une autre forme de 1' invention, 
l'organisme hote est une cellule v6g6tale ou une plante. 
Par « cellule de plante », on entend, selon la prSsente 
invention, toute cellule issue d'une plante et pouvant 
constituer des tissus indif f erencies tels que des cals, des 
tissus differences tels que des embryons, des parties de 
plantes, des plantes ou des semences. Par « plante », on 
entend selon 1' invention, tout organisme pluricellulaire 
diff6renci6 capable de photosynthSse, en particulier 
monocotyiedones ou dicotyiedones , plus particulidrement des 
plantes de culture destinies ou non a 1 ' alimentation 
animale ou humaine. 

Les peptides de 1' invention sont egalement 
utiles pour conferer aux plantes un caract&re de resistance 
aux maladies bacteriennes et/ou fongiques. L' invention 
concerne done egalement une cellule vegetale ou une plante 
resistante aux maladies bacteriennes et/ou fongiques 
comprenant un polynucleotide ou un gSne chim&re de 
1' invention et exprimant un peptide ou polypeptide de 
1' invention. 

Les peptides ou polypeptides de 1' invention 
peuvent aussi etre synthetises chimiquement selon des 
techniques connues de l'homme du metier. 
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Les peptides de 1' invention ont #t6 testes pour 
leurs activit6s antimicrobiennes . Les tableaux 1 et 2 ci- 
aprds exposent respect ivement les activit^s 
antibacteriennes in vitro (IC90 fxg/ml) et les activity 
ant if ongiques in vitro (CMI jig/ml) des peptides de 
1' invention. 



Tableau 1 



IC90 (ig/ml 


Gram positif 


Gram 
nggatif 


S. aureus 


E.faecalia 


E. faecium 


P. 

aeruginosa 


ETD-P1646 


16 


8 


8-4 


> 64 


ETD-P1647 


16 


8 


8 


> 64 


ETD-P1648 


32 


8 


8 


> 64 



Tableau 2 



CMI |Ag/ml 


Levures 


Champignons 
f ilamenteux 


Candida 
albicans 


Candida 
glabrata 


Aspergillus 
fumigatus 


24h 


48h 


24h 


48h 


ETD-P1646 


8-4 


16 


> 64 


> 64 


> 40 


ETD-P1647 


64-32 


ND 


> 64 


> 64 


> 40 


ETD-P1648 


32-16 


ND 


> 64 


> 64 


> 40 



ND : Non D6termin6 



Les peptides de l'invention sont 
pr6f6rentiellement actifs contre les bact^ries a Gram 
positif et plus particulierement envers les bacteries du 
genre Enterococcus* 
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L' invention vise done en outre la raise a profit 
des proprietes antimicrobiennes des peptides de 1' invention 
pour prevenir et/ou traiter les infections bacteriennes 
et/ou fongiques tant chez l'homme et 1' animal que chez les 
plantes. L' invention concerne done avantageusement 
1' utilisation des peptides de 1' invention a titre de 
medicament en therapie humaine et animale. Elle concerne 
egalement 1 ' utilisation des peptides de 1' invention pour le 
traitement des plantes contre les infections bacteriennes 
et/ou fongiques, en appliquant lesdits peptides directement 
sur les plantes. 

L' invention concerne done une composition 
antibacterienne comprenant a titre d' agent actif au moins 
un peptide de 1' invention avantageusement associe dans 
ladite composition a un vehicule acceptable. La composition 
antibacterienne peut en outre comprendre un autre agent 
antibacterien. Selon la presente invention, 1' agent 
antibacterien est, de preference, choisi parmi les 0- 
lactams et plus particulierement les penicillines , 
methicilline, cSphalosporines et monobactames ; les 
aminoglycosides et plus particulierement la streptomycine, 
gentamicine, neomycine, tobramycine, netilmycine et 
amikacine; les tetracyclines et plus particulierement la 
minocycline et doxycycline ; les sulfonamides et 
trimethoprime ; les fluoroquinolones et plus 
particulierement le ciprof loxacine , norfloxacine et 
ofloxacine ; les macrolides et plus particulierement 
l'erythromicine, azithromycine et clarithromycine ; les 
quinolones et plus particulierement la ciprofloxine ; les 
polymyxines ; les glycoproteines et plus particulierement 
la vancomycine et teicoplanine ; lipopeptides et plus 
particulierement la daptomycine ; les lincosamides ; 
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chloramphenicol ; et oxazolidinones et plus 
particulierement le linezolide. 

L' invention concerne aussi une composition 
antifongique comprenant a titre d' agent actif au moins un 
peptide de 1' invention avantageusement associe dans ladite 
composition h un vehicule acceptable. La composition 
antifongique peut r en outre , comprendre un autre agent 
antifongique. Selon la pr6sente invention, 1' agent 
antifongique est, de preference, choisi parmi les derives 
polyenes et, plus particulierement 1 ' amphoteric ine B, 
nystatine et pimaricine ; les derives azoies et plus 
particulierement le ketoconazole , clotrimazole, miconazole, 
econazole, butoconazole, oxiconazole, sulconazole, 
tioconazole, terconazole, fluconazole et itraconazole ; les 
allyliques-thiocarbamates et plus particulierement le 
tolnaftate, naftifine et terbinafine ; 5-f luorocytosine ; 
echinocandins ; griseof ulvine ; ciclopirox ; et 
haloprogine . 

Par « vehicule », on entend selon la presente 
invention, toute substance qui est ajoutee au(x) peptide(s) 
de 1' invention pour favoriser le transport du ou des 
peptides, eviter sa degradation substantielle dans ladite 
composition et preserver ses proprietes antimicrobiennes . 
Le vehicule est choisi en fonction du type d' application de 
la composition. Notamment, lorsque la composition est 
appliquee a un usage pharmaceutique en sante humaine et 
animale, le vehicule est un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable adapte h une administration du peptide de 
1' invention par voie topique, per os ou par injection. 
Lorsque la composition est appliquee & un usage cosmetique, 
le vehicule est un vehicule cosmetiquement acceptable 
adapte k une administration sur la peau ou les phanSres. 
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Lorsgue la composition est appliquSe a un usage 
agrochimique f le v6hicule est un v^hicule agrochimiquement 
acceptable adapts 3. une administration sur les plantes ou k 
proximitS des plantes sans les dggrader. 

Les peptides ou la composition de 1' invention 
prSsentent Sgalement un intSret dans l'industrie 
agroalimentaire. Leur utilisation permet notamment 
d'empecher la contamination par les bact€ries, les levures 
et/ou les champignons pendant la fabrication de produits 
alimentaires et aprSs leur fabrication pour leur 
conservation . 

Dans l'industrie phytosanitaire, les peptides 
ou la composition de 1' invention peuvent 6galement Stre 
utilises pour la fabrication des produits phytosanitaires 
en lieu et place des produits usuels. 

D'autres avantages et caract§ristiques des 
peptides de 1' invention apparaitront des exemples qui 
suivent concernant leur preparation et leurs activitfis 
antimicrobiennes et dans lesquels il sera fait reference 
aux dessins en annexe dans lesquels ; 

-la figure 1 repr^sente le 16pidoptere Callgo lllloneus 
(famille des Nymphalidae ; sous-f amille des Brassollnae) h 
partir duquel les peptides de 1' invention ont 6t6 isol6s. 

I • Exemple 1 : Isolement des peptides ETD- 
P1646, ETD-P1647 et ETD-P1648 a partir de 1 * h<§molvmphe 
pr61ev6 e chez des larves immunis6es du l^pidoptfere Callgo 
lllloneus. 
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1 ) Induction de la synthase biologigue de 
substances antimicrobiennes dans 1 ' hgmolymphe de Calicjo 
illioneus . 

Les larves matures de dernier stade du 
16pidoptere Caligo illloneus ont 6t£ immunis6es par 
injection d'une solution de PBS contenant des bact6ries k 
Gram positif (Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus) 
et a Gram n^gatif (Pseudomonas aeruginosa), des spores de 
champignons filamenteux (Aspergillus fumigatus) et des 
levures (Candida albicans). Les bact6ries sont pr6par6es a 
partir de cultures r#alis6es en milieu de Luria-Bertani 
durant 12 heures a 37°C. Les levures sont pr6par6es a 
partir de cultures r6alis6es en milieu de Sabouraud durant 
12 heures a 30°C. Les spores d'A. fumigatus sont pr61ev6es 
d'un stock congelS & — 80°C. Les animaux ainsi infect6s ont 
6t6 conserves pendant 24 heures sur leur plante hdte, dans 
un espace ventil6. Avant le pr61dvement de l'h6molymphe, 
les larves ont 6t6 refroidies sur de la glace. 

2) Preparation du plasma , 

L'hemolymphe de C. illioneus (28 ml) a 6t6 
collect6e par piqQre lat^rale au niveau de la tSte suivie 
d'une pression manuelle et recueillie dans des tubes de 
microcentrifugation en polypropylene de 1,5 ml refroidis 
dans de la glace et contenant de l'aprotinine comme 
inhibiteur de proteases (20 jig/ml en concentration finale) 
et de la ph6nylthiour£e comme inhibiteur de la m^lanisation 
(concentration finale de 40 pM) . L'hemolymphe ainsi 
collectSe a partir des larves immunisees a 6t6 centrifugge 
a 8000 rpm pendant 1 min h 4°C afin d'61iminer les. 
h^mocytes. Le surnageant de centrif ugation a 6t6 alors 
centrifuge h 12000 rpm. L'hSmolymphe d^pourvue des cellules 
sanguines a 6t6 conserv§e a -80°C jusqu'a son utilisation. 
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3) Acidification du plasma . 

Aprds d6cong61ation rapide, le plasma de C. 
illioneus a ete acidifie a pH 3 avec une solution d'acide 
trifluoroacetique a 1% (volume a volume) contenant de 
l'aprotinine (20 ng/ml en concentration finale) et la 
phtnylthiourSe (concentration finale de 40 jjM) . 
L' extraction en condition acide des peptides a ete r6alis6e 
pendant 30 min sous agitation legere dans un bain d'eau 
glacee. L'extrait obtenu a ete ensuite centrifuge a 4°C 
pendant 30 min a lOOOOg. 

4) Purification des peptides . 

a ) Prepurif ication par extraction en phase 

solide. 

Une quantite d'extrait equivalente a 6 ml 
d'hemolymphe de C. illioneua a ete deposee sur un support 
de 5 g de phase inverse tel que commercialism sous la forme 
de cartouche (Sep-Pak» C lB , Waters Associates), equilibre 
avec de l'eau acidifies ( TFA 0,05%). Les molecules 
hydrophiles ont ete eliminees par un simple lavage avec de 
l'eau acidifiee. L'elution du peptide a ete realisee par 
une solution a 60% d'acetonitrile dans de l'eau contenant 
0,05% de TFA. La fraction eluee avec 60% d'acetonitrile a 
ete sechee sous vide dans le but d'eliminer 1 ' acetonitrile 
et le TFA puis elle a ete reconstitute dans de l'eau 
acidifiee (TFA 0,05%) sterile avant d'etre soumise a la 
premiere etape de purification. L'etape 4 a) a ete repetee 
une fois afin d'obtenir la fraction eluee avec 6 0% 
d'acetonitrile en quantite plus importante. 

b ) Purific ation par chromatographic liauide a 
haute performance (HPLC1 sur colonne de phase inverse . 

Premier e etape : l'elution 60% issue de 
1' extraction en phase solide decrite ci-dessus contenant le 
peptide a ete fractionnee par chromatographic liquide a 
haute performance (HPLC) en phase inverse sur une colonne 
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semi-preparative de marque Interchim™, de type Modulocart 
Uptiprep, de taille 250 x 10 mm, de porosite 300 A et de 
granulometrie 15 pm avec un greffage C8. Le f ractionnement 
a ete realise par un gradient d' acetonitrile/0 , 05% TFA 
contre H 2 O/0,05% TFA de 5 a 60% en 50 minutes a un debit 
constant de 2,5 ml/min. Les fractions ont 6te collectees 
automatiquement (collecteur Gilson™ de type FC 204) dans 
les 80 premiers puits (colonnes A a J) d'une plaque 96- 
puits (Contenance maximale de chaque puits : 2 ml). La 
collecte se fait par unitt de temps et le volume collecte 
est d' environ 1,6 ml. Les fractions recueillies ont ete 
assechees sous vide, reconstitutes avec de l'eau ultrapure 
et analysees pour leurs activites antimicrobiennes en 
utilisant les tests decrits ci-dessous. L'etape a ete 
repetee une fois afin d'obtenir des fractions actives en 
quantite plus importante. 

Seconde etape : les fractions 37 et 45 issues 
de l'etape precedente presentant une activite contre les 
bacteries a Gram positif dans les etapes de purification 
precedemment decrites, eluees a un pourcentage 
d'acetonitrile egal respectivement a 30 et 35, ont ete 
purifiees de maniere plus fine sur une colonne analytique 
de phase inverse de greffage CI 8 de type Modulocart 
Uptisphere ( Interchim- , 250 x 4,6 mm, 300 A et 5 ^m) , en 
utilisant un gradient lineaire diphasique 
d' acetonitrile/0, 05% TFA contre H 2 O/0,05% TFA. Par exemple, 
pour une fraction eluee a 30% (35%) d'acetonitrile, le 
gradient utilise va de 2 a 26% (31%) en 10 min et de 26 
(31%) a 34% (39%) en 45 min, avec un debit constant de 0,8 
ml/min. Les fractions ont ete collectees manuellement en 
suivant la variation de l'absorbance a 225 nm. Les 
fractions recueillies ont ete assechees sous vide, 
reconstitutes avec de l'eau ultrapure et analysees pour 
leurs activites contre les bacteries a Gram positif dans 
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les conditions decrites ci-dessous. L'activite a ete 
retrouv^e dans certaines sous-fractions des fractions 
decrites ci-dessus. 

Troisifeme etape : les fractions decrites ci- 
dessus, contenant les peptides ont ete purifiees jusqu'a 
homogeneite sur une colonne de phase inverse de marque 
Interchim 1 " de type Modulocart Uptisphere (greffage C18, 
granulometrie 3 A, de taille 150 x 2 mm) en utilisant un 
gradient lineaire diphasique d'acetonitrile/O, 05% TFA 
contre H 2 O/0,05% TFA (gradient dependant du pourcentage 
dilution en acetonitrile de la sous-fraction a purifier), 
avec un debit constant de 0,2 ml/min a une temperature 
contrdlee de 3 0°C. Les fractions ont ete collectees 
manuellement en suivant la variation de l'absorbance a 225 
nm. Les fractions recueillies ont ete assech^es sous vide, 
reconstitutes avec de l'eau ultrapure filtree et analys6es 
pour leurs activites contre les bacteries a Gram positif . 

11 • Exemple 2 ; Caracterisation structurale des 
peptide s ETD-P1646. ETD-P1647 et ETD-P1648 . 

1) Verifica tion de la purete par Spectrom6trie 
de masse Mal'di- TOF (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization-Time Of Flight) . 

Le contrdle de purete a ete effectue sur un 
spectrometre de masse MALDI-TOF Bruker Biflex (Bremen, 
Allemagne) en mode lineaire positif (voir section 3 ci- 
dessous). 

2) Reduction et S-pyridviethylation en vue de 
la det ermination du nombre de cysteines . 

Le nombre de residus cysteine a ete determine 
sur les peptides natifs par reduction et S- 
pyridyiethylation. 400 pmoles de peptide natif ont ete 
reduites dans 40 jul de tampon Tris/HCl 0,5 M, pH 7,5 
contenant 2 mM d'EDTA et 6 M de chlorure de guanidinium en 



presence de 2 pi de dithiothreitol 2,2 M. Le milieu 
reactionnel a ete place sous atmosphere d' azote. Apres 60 
min d' incubation h 1' obscurite, 2 pi de 4-vinylpyridine 
fraichement distiliee ont ete ajoutes IL la reaction qui a 
ete alors incubee durant 10 min a 45°C a 1 'obscurity et 
sous atmosphere d' azote. Le peptide S-pyridyiethyie a ete 
ensuite s6par6 des constituants du milieu reactionnel par 
chromatographic de phase inverse sur une colonne analytigue 
de phase inverse Aquapore RP-300 C 8 (Brownlee", 220 x 4,6 
mm, 300 A), en utilisant un gradient lin^aire 
d'acetonitrile/0,05% TFA contre H 2 O/0,05%TFA de 2 a 52% 
pendant 70 min. 

3) Determination de la masse du peptide natif , 
du peptide S-pv ridyiethvie et des fragments de proteolyse 
par spectromet rie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 
Desorption Ioniz at ion-Time Of Flight) . 

Les mesures de masses ont 6te effectu6es sur un 
spectrom&tre de masse MALDI-TOF Bruker Biflex (Bremen, 
Allemagne) en mode lin^aire positif. Les spectres de masse 
ont ete calibres de fagon externe avec un melange standard 
de peptides de m/z connues, respectivement 2199,5 Da, 
3046 , 4 Da et 4890,5 Da. Les diff brents produits a analyser 
ont ete deposes sur une fine couche de cristaux d'acide a- 
cyano-4-hydroxycinnamique obtenue par une evaporation 
rapide d'une solution saturee dans 1' acetone. Aprfes sechage 
sous un leger vide, les echantillons ont ete lavSs par une 
goutte d'acide trif luoroacetique a 0,1% avant d'etre 
introduits dans le spectrometre de masse. La difference de 
masse observSe entre le peptide S-pyridyiethyie et le 
peptide natif permet de determiner le nombre de residus 
cysteine presents dans chacun des peptides. 

4) seguencage par degradation d'Edman . 

Le sequengage automatique par degradation 
d'Edman des peptides natif s, des peptides S-pyridylethyies 
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et des differents fragments obtenus aprds les differents 
clivages proteolytiques et la detection des derives 
phenylthiohydantoines ont ete realises sur un sequenceur de 
type Procise HT sequencing system, module 492 de marque 
Applied Biosystem. 

5) Clivages proteolytiques . 

Confirmation des sequences peptidiques dans la 
region C-terminale. 200 pmoles de peptide r6duit et S- 
pyridyiethyie ont et6 incub6es en presence de 5 pmoles 
d ' endoproteinase-Asp-N ( Endoproteinase Asp-N, clivage 
specif ique des rSsidus acide aspartique du c6te N- terminal , 
Takara, Otsu) selon les conditions pr6conis6es par le 
fournisseur (tampon phosphate de sodium 20 mM r pH 8,9, en 
presence de Tween 20 £ 0,01%) pendant 16 heures. Apres 
arret de la reaction avec du TFA 1%, les fragments 
peptidiques ont ete separ^s par HPLC en phase inverse sur 
une colonne de marque Interchim 1 " de type Modulocart 
Uptisphdre (greffage C18, granulometrie 3 A, de taille 150 
x 2 mm) avec un gradient lin6aire d' acetonitrile/0,05% TFA 
contre H 2 O/0,05% TFA de 2 a 60% en 80 min avec un debit de 
0,2 ml /min et une temperature constant e de 3 7°C. Les 
fragments obtenus ont ete analyses par spectrometrie de 
masse MALDI-TOF et le peptide correspondant au fragment C- 
terminal a ete sequence par degradation d'Edman. 

La sequence primaire du peptide ETD-P1646 est 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
rium6ro SEQ ID NO: 2. La masse moieculaire du peptide ETD- 
P1646 natif est de 4383 Da et la masse moieculaire du 
peptide ETD-P1646 S-pyridyiethyie est de 4384 Da. 

La sequence primaire du peptide ETD-P1647 est 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO: 3. La masse moieculaire du peptide ETD- 
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P1647 natif est de 4202 Da et la masse moieculaire du 
peptide ETD-P1647 S-pyridyiethyie est de 4205 Da. 

La sequence primaire du peptide ETD-P1648 est 
representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO: 4. La masse moieculaire du peptide ETD- 
P1648 natif est de 4408 Da et la masse moieculaire du 
peptide ETD-P1648 S-pyridyiethyl6 est de 4410 Da. 

Ill* Exemple 3 : Production des peptides ETD- 
P1646, ETD-P1647 et ETD-P1648 . 

Les peptides ETD-P164 6, ETD-P1647 et ETD-P1648 
ont et6 synthetis6s chimiquement (Alter gen) . 

!V . Exemple 4 ; Tests d' activity 
antimicrobienne in vitro m 

1) Tests antibacteriens . 

Les activitfis antibacteriennes ont ete evaluees 
in vitro par determination de l'IC90 (Inhibition de 
Croissance > h 90%). 

Les tests ont ete realises sur les souches 
bacteriennes suivantes : 

-Bacteries a Gram positif : Staphylococcus aureus (souche 
21; Don de 1'Institut de Biologie Moieculaire et 
Cellulaire, Strasbourg) , Enterococcus faecalis (souche 
clinique 17; Don du Dr. G. Prevot, Institut de 
Bacteriologies Strasbourg) et Enterococcus faecium (souche 
clinique 18; Don du Dr. G. Prevot, Institut de 
Bacteriologies Strasbourg) ; 

- Bacteries a Gram negatif : Pseudomonas aeruginosa (Don de 
1' Institut de Biologie Moieculaire et Cellulaire, 
Strasbourg). Toutes ces souches sont sensibles aux 
antibacteriens communement utilises en milieu hospitalier. 
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a) Preparation des suspensions bact6riennes » 
Une prgculture de 4 ml en milieu LB a §t6 
pr€par6e par ensemencement d'une colonie de la souche 
bactSrienne d'int^ret. La pr^culture a 6t6 incub^e a 35- 
37°C sous agitation pendant 6h. La concentration de la 
prgculture a et6 6valu6e par mesure de la density optique a 
600-620 nm suivant la relation density bact£rienne=f (DO) . 
La concentration a 6t,6 ajust6e par dilution de fagon k 
obtenir une suspension de 2.10 6 /ml en concentration finale. 
La concentration de la suspension bactgrienne a 6tS 
contr516e par d^nombrement des Unites Formant Colonies 
(UFC). La suspension bact6rienne k 2.10 6 /ml a 4t6 dilute en 
cascade (10- 1 , 10~ 2 , 10°, _ 10" 6 ) puis 100 fil des dilutions 
10" 6 , 10~ 5 et 10~ 4 ont 6t6 Stales sur des boites de g61ose LB 
agar. Les boites ont 6t6 incub^es a 35-3 7°C pendant 16 k 
18h puis les UFC ont 6t6 d6nombr6es. 

b) Determination des IC90* 

Les IC90 ont 6t6 d6termin6es par un test 
liquide en microplaques de 96 puits. 100 /il d'6chantillon a 
tester ont etS distribuSs en duplicats de fagon k obtenir 
une gamme de concentrations finales de 64 k 0.125 jig/ml 
dans les puits. 100 yl de suspension bact&rienne & 2.10 6 /ml 
ont 6t6 ajout^s dans chaque puits de fagon k obtenir une 
concentration finale de 10 6 /ml. Les plaques de 
microtitration ont 6t6 incub6es a 30-35°C pendant 16 a 18h. 
La density optique des puits a et6 mesurSe k 600-620 nm et 
les resultats ont et6 interpr6t6s en calculant le 
pourcentage de pousse dans chaque puits selon la formule : 
%Pousse= (DO puits - DO du TS)/(DO du TP - DO du TS)*100 O& 
DO du TP= DO du t&noin de pousse (suspension bact^rienne 
sans 6chantillon a tester) , DO du TS= DO du t^moin de 
st6rilit6 (milieu de culture sans bacteries) et DO puits= 
DO du puits dont on souhaite calculer le pourcentage de 
pousse (suspension bact^rienne + Schantillon k tester). 
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L'IC90 correspond au puits oil le pourcentage de pousse est 
inferieur ou egal a 10%. Les resultats des activites 
antibacteriennes (IC90) sont pr§sent6s dans le tableau 1 
exposde dans la description. 

2) Tests antif ongiques . 
Les activites antif ongiques ont et6 evaluees in vitro par 
determination de la Concentration Minimale Inhibitrice 
(CMI) . 

Les tests ont ete realises sur les souches de 
levures suivantes : Candida albicans (souche I HEM 8060; Don 
du Dr. H. Koenig, Hopital civil , Strasbourg) et Candida 
glabrata (souche patient 1 ; Don du Dr. H. Koenig, H6pital 
civil , Strasbourg) ainsi que sur les champignons 
filamenteux suivants : Aspergillus fumigatus (souche GASP 
4707; Don du Dr. H. Koenig, Hopital civil, Strasbourg). 

Toutes ces souches sont sensibles aux 
antif ongiques coramunement utilises en milieu hospitalier. 

a ) Preparation des suspensions f ongiques . 
a-1) Preparation des suspensions de levures . 
Une anse de levures pr£lev6e a partir d'un 
stock de levures en suspension a 4°C a ete etaiee sur une 
boite de geiose Sabouraud Agar. La boite a ete incubSe a 
30°C pendant 24 a 48h. Quelques colonies de levures ont ete 
preiev^es et mises en suspension dans 10 ml de milieu 
Sabouraud liquide. La suspension de levure obtenue qui doit 
etre « laiteuse » a ete dilute (1 ml qsp 10 ml de milieu 
Sabouraud). La concentration de la suspension a ete £valu£e 
par mesure de la density optique k 600 nm suivant la 
relation 0.1 DO a 600 nm correspond 2,5. 10 6 levures /ml. La 
concentration a ete ajustee par dilution de fagon a obtenir 
une suspension de 2,5.10 3 /ml de concentration finale. La 
concentration de la suspension de levure a ete controiee 
par denombrement des Unites Formant Colonies (UFC). La 
suspension de levures k 2,5.10 3 /ml a ete diluee en cascade 
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(1(T\ 10" 2 , 10' 3 , ~ 1(T 6 ) puis 100 pil de chaque dilution ont 
ete etaies sur des boites de geiose Sabouraud. Les boites 
ont ete incubees k 30°C pendant 24h puis les UFC ont ete 
d6nombr6es • 

a-2) Preparation des suspensions de champignons 

f ilamenteux . 

Les champignons ont ete ensemences sur des 
boites de geiose de malt- agar qui ont ete incubees 5 k 7 
jours a 37°C. Les spores formees ont 6te rficolt^es et mises 
en suspension dans du milieu YPG. La concentration de la 
suspension a ete evaluee par comptage d'un aliquot sur une 
lamelle de comptage (Coverslide) . La concentration a ete 
ajustee par dilution de fagon k obtenir une suspension de 
5.10 3 /ml de concentration finale. 

b) Determination des CMI. 

Les CMI ont ete determinees par un test liquide 
sur microplaques de 96 puits selon les protocoles M27-A et 
M38-P du « National Committee for Clinical Standard » 
(NCCLS) k la difference pr&s que le milieu RPMI-1640 
suggfire par le protocole NCCLS a ete substitue par du 
milieu Sabouraud (Biomerieux) pour les tests sur les 
levures et par du milieu YPG (1 g peptone , 1 g yeast 
extract, 3 g glucose par litre) pour les tests sur les 
champignons f ilamenteux. Les activites des echantillons k 
tester ont ete determines pour la gamme de concentrations 
finales 0.125 £ 64 fig/ml. 

b-1 ) Determination des CMI sur les levures. 

La densite optique des microplaques a ete 
mesuree a 60 0 nm avec un spectrophotom&tre pour 
microplaques apres 24 et 48h d' incubation pour les levures 
du genre Candida. 

Le pourcentage de pousse (%pousse) a ete 
calcuie a partir des valeurs de densite optique (DO) 
mesurees selon la formule suivante : 
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%pousse=((DO puits avec Schantillon a tester - DO milieu 
seul)/(DO puits sans 6chantillon k tester - DO milieu 
seul) )*100. 

Les CMI ont 6t6 d€finies selon les scores 
suivants : CMI 0 : %pousse s 10% ; CMI 1 : 10% < %pousse s 
20% ; CMI 2 : 20% < %pousse <50% ; CMI 3 : > 50%. La CMI a 
6t6 d€termin€e dans l'intervalle de score CMI 0 et CMI 2. 

b-2) Determination des CMI sur les champignons 

f ilamenteux. 

La CMI est d6termin6e par lecture a l'ceil nu 
des microplaques apres 48h d* incubation pour Aspergillus 
fumlgatus. 

Les CMI ont 6t6 d^finies selon les scores 
suivants : CMI 0 : pas de trace de champignons au fond du 
puits ; CMI 1 ; un point au fond du puits ; CMI 2 : 
champignons sur la moitig de la surface du puits ; CMI 3 : 
les trois quarts du puits sont occupes par le champignon ; 
MIC 4 : ensemble du puits envahi de champignons. La CMI a 
£t6 d6termin6e dans l'intervalle de score CMI 0 et CMI 2. 
Les r6sultats des activity antif ongiques (CMI) sont 
pr^sent^s dans le tableau 2 exposS dans la description. 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide isol6 caract^risg en ce qu'il r6pond 
k la f ormule ( I ) : 

Xaa-Lys-Ile-Pro-Xab-Ala-Xac-Lys-Gly-Ala-Xad-Arg-Ala-Leu- 
Xae-Ala-Ser-Thr-Ala-Xaf-Asp-Ile-Ala-Xag-Phe-Xah-Arg-Lys- 
Arg-Xai (I) (SEQ ID NO : 1 dans la liste de sequences en 
annexe ) 

dans laguelle, 

Xaa est — NH2 ou le reste peptidique Arg ou Gly, 
Xab est le reste peptidique Ile-Asn ou Val-Glu, 
Xac est le reste peptidique Ile-Lys, Ile-Arg ou 

Leu-Lys , 

Xad est le reste peptidique Ser-Arg-Ala-Trp, 
Lys-Ala-Val-Gly-His-Gly-Leu ou Lys-Val-Ala-Gly-Arg-Ala-Trp, 
Xae est le reste peptidique Asp-Leu , Asn-Ile ou 

Asp-Leu , 

Xaf est le reste peptidique Tyr ou His, 

Xag est le reste peptidique Ser-Ile, Ser-Ala ou 

His-Leu, 

Xah est le reste peptidique Asn, Asp ou His, 
Xai est -OH ou le reste peptidique Glu, Asn ou 

Lys-His # 

ses d6riv6s et ses fragments. 

2) Peptide isol6 selon la revendication 1, 
caracterisfi en ce qu'il rSpond k l'une des sequences 
suivantes : 

- ETD-P1646 GKIPINAIRKGAKAVGH 
GLRALNIASTAHDIASAFHRKRKH (SEQ ID 
NO :2 dans la liste de sequences en annexe) 

- ETD-P1647 RKIPVEAIKKGASRAWR 
ALDLASTAYDIASIFNRKRE (SEQ ID NO :3 dans 
la liste de sequences en annexe) 
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- ETD-P1648 GKIPVEALKKGAKVAGR 
AWRALDLASTAYDIAHLFDRKRN (SEQ ID NO :4 
dans la liste de sequences en annexe), 

ses derives et ses fragments. 

3) Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend 
un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 ou 
2. 

4) Polypeptide selon la revendication 3, 
caracterise en ce qu'il comprend un peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 ou 2 dont l'une et/ou 
1' autre des extremites dudit peptide comprend un ou 
plusieurs acides amines n6cessaires a son expression et/ou 
h son ciblage dans un organisme hote. 

5) Polynucleotide isoie caracterise en ce qu'il 
code un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 
ou 2 ou un polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications 3 ou 4. 

6) Polynucleotide isoie caracterise en ce qu'il 
s'hybride a un polynucleotide selon la revendication 5. 

7) Gene chim&re caracterise en ce qu'il 
comprend au moins, lies entre eux de fagon operationnelle ; 

- un promoteur constitutif ou inductible 
fonctionnel dans un organisme hote, 

- un polynucleotide selon l'une quelconque des 
revendications 5 ou 6, et 

- un element terminateur fonctionnel dans un 
organisme hote. 
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8) G&ne chimere selon la revendication 7, 
caracterise en ce qu'il comprend en outre un peptide signal 
ou de transit fonctionnel dans ledit organisme hote. 

9) Vecteur d' expression et/ou de clonage 
caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide selon 
1'une quelconque des revendications 5 ou 6 ou un g&ne 
chimfere selon l'une quelconque des revendications 7 ou 8. 

10) Vecteur d' expression et/ou de clonage selon 
la revendication 9, caracterise en ce qu'il est un 
plasmide, un cosmide ou un bacteriophage. 

11) Vecteur d' expression et/ou de clonage selon 
la revendication 9, caracterise en ce qu'il est un virus en 
particulier un baculovirus. 

12) Organisme hote caracterise en ce qu'il 
comprend un vecteur selon l'une des revendications de 9 ^ 
11. 

13) Organisme hote selon la revendication 12 , 
caracterise en ce qu'il est un microorganisme. 

14) Organisme hdte selon la revendication 13 f 
caracterise en ce que le microorganisme est une levure du 
genre Saccharomyces , de preference de l'espece 
Saccharomyces cerevisiae, du genre Kluyveromyces , de 
preference de l'espdce Kluyveromyces lactis, du genre 
Hansenula, de preference de l'espece Hansenula polymorpha, 
du genre Pichla, de preference de 1'espSce Plchla pastor is 
ou du genre Schizosaccharomyces , de preference de 1'espdce 
Schizosaccharomyces poiabe. 



15) Organisme hote selon la revendication 13 f 
caract6ris6 en ce que le microorganisme est une bact6rie r 
de preference de 1'espSce Escherichia coll. 

16) Organisme hote selon la revendication 13 r 
caracterise en ce que le microorganisme est un champignon 
de preference de l'esp&ce Aspergillus nidulans. 

17) Organisme h6te selon la revendication 12 , 
caracterise en ce que 1' organisme hdte est une cellule 
d'arthropode de preference de Spodoptera frugiperda ou de 
Trichoplusia ni. 

18) Organisme hate selon la revendication 12 , 
caracterise en ce que 1' organisme hote est une cellule de 
mammif ere. 

19) Organisme hote selon la revendication 12 , 
caracterise en ce que 1' organisme hote est une cellule 
v£g6tale ou une plante. 

20) Cellule v6g6tale ou plante rfisistante aux 
maladies bacteriennes et/ou fongiques comprenant un 
polynucleotide selon l'une quelconque des revendications 5 
ou 6, ou un gene chimfere selon l'une quelconque des 
revendications 7 ou 8, et exprime un peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 ou 2, ou un polypeptide 
selon l'une quelconque des revendications 3 ou 4. 

21) Composition antibacterienne caracterisee en 
ce qu'elle comprend a titre d' agent actif au moins un 
peptide selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, 
avantageusement associe dans ladite composition avec un 
v£hicule acceptable. 
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22) Composition antibact6rienne selon la 
revendication 21 , caracteris^e en ce qu'elle comprend en 
outre un autre agent antibactSrien . 

23) Composition antifongique caract§ris6e en ce 
qu'elle comprend k titre d' agent actif au moins un peptide 
selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, 
avantageusement associ6 dans ladite composition avec un 
vShicule acceptable. 

24) Composition antifongique selon la 
revendication 23 , caract6ris6e en ce qu'elle comprend en 
outre un autre agent antifongique. 

25) Composition selon l'une quelconque des 
revendications 21 a 24 pour Stre utilis^e chez l'homme ou 
1 ' animal . 

26) Composition selon l'une quelconque des 
revendications 21 a 24 pour etre utilisSe chez les plantes. 
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Caligo illloneua (Cramer, 1776) 
(famille des Nympholidae; sous-famille des Brassolinae) 



Figure 1 
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SEQUENCE LISTING 



<110> ENTOMED SA 

<120> Peptides antimicrobiens, polypeptides comprenant lesdits peptides, 
g£nes codant lesdits peptides, vecteurs, organismes transformed et 
compositions les contenant 

<130> 28079/PCT 

<140> PCT/FR03/XXXXX 

<141> 2003-08-13 

<150> FR02/10278 

<151> 2002-08-13 

<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> Caligo illioneus 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (1)..(1) 

<223> Xaa est -NH2 ou le reste peptidique Arg ou Gly 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (5) . . (5) 

<223> Xab est le reste peptidique Ile-Asn ou Val-Glu 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (7) . . (7) 

<223> Xac est le reste peptidique Ile-Lys, Ile-Arg ou Leu-Lys 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (11).. (11) 

<223> Xad est le reste peptidique Ser-Arg-Ala-Trp, Lys-Ala-Val-Gly-His- 
Gly- Leu , Lys - Val - Al a - Gly- Arg -Ala- Trp 

<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (15).. (15) 

<223> Xae est le reste peptidique Asp-Leu, Asn-Ile ou Asp-Leu 
<220> 

<221> MI S C_FEATURE 

<222> (20) . . (20) 

<223> Xaf est le reste peptidique Tyr ou Lys 
<220> 

<221> MI SC — FEATURE 

<222> (24).. (24) 

<223> Xag est le reste peptidique Ser-Ile, Ser-Ala ou His-Leu 



<220> 
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<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



MI S COFEATURE 
(26).. (26) 

Xah est le reste peptidique Asn, Asp ou His 



MISC_FEATURE 
(30) . . (30) 

Xai est -OH ou le reste peptidique Glu, Asn ou Lys-His 



PEPTIDE 
(1) • . (30) 

Formule (I) a laquelle r6pond les peptides antibact€riens isolSs a 
partir de 1 ' hSmolymphe de larves immunises du ISpidoptdre Caligo 
illioneus 



<400> 



Xaa Lys lie Pro Xaa Ala Xaa Lys Gly Ala Xaa Arg Ala Leu Xaa Ala 

10 15 



1 


5 


Ser Thr Ala Xaa Asp He 




20 


<210> 


2 


<211> 


41 


<212> 


PRT 


<213> 


Caligo illioneus 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1).. (41) 


<223> 


Peptide ETD-P1646 


<400> 


2 



25 



30 



Gly Lys He Pro He Asn Ala He Arg Lys Gly Ala Lys Ala Val Gly 
1 5 10 * * 15 

His Gly Leu Arg Ala Leu Asn He Ala Ser Thr Ala His Asp He Ala 
20 25 30 

Ser Ala Phe His Arg Lys Arg Lys His 

40 





35 


<210> 


3 


<211> 


37 


<212> 


PRT 


<213> 


Caligo illioneus 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) . . (37) 


<223> 


Peptide ETD-P1647 


<400> 


3 



Arg Lys He Pro Val Glu Ala He Lys Lys Gly Ala Ser Arg Ala Trp 
15 10 15 



3/3 

Arg Ala Leu Asp Leu Ala Ser Thr Ala Tyx Asp lie Ala Ser lie Phe 
20 25 30 

Asn Arg Lys Arg Glu 





35 


<210> 


4 


<211> 


40 


<212> 


PRT 


<213> 


Caligo illioneus 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) (40) 


<223> 


Peptide ETD-P1648 


<400> 


4 



Gly Lys lie Pro Val Glu Ala Leu Lys Lys Gly Ala Lys Val Ala Gly 
15 10 15 

Arg Ala Trp Arg Ala Leu Asp Leu Ala Ser Thr Ala Tyr Asp He Ala 
20 25 30 

His Leu Phe Asp Arg Lys Arg Asn 
35 40 
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Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feullle (1)) (Julltet 1998) 



Demands Intern ationale No. PCTTR 03 <02517 

SUITE DES RENSEJGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Revendlcatlons nos.: 1-26 ( parti el lement) 
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IMnventlon dans la description est si I1m1t6 q'une recherche 
significative couvrant tout le spectre revend1qu6 est Impossible. Par 
consequent, la recherche a etS I1m1tee aux parties des revendlcatlons qui 
presentent un fondement et un expose, c'est a dire les parties ayant 
£C£ 1 !L? U S P e P t1des repondant a la formule (I) et aux sequences ETD-P1646, 
ETD-P1647 et ETD-P1648 sans leurs derives et leurs fragments. 

(.'attention du deposant est attlree sur le fait que les revendlcatlons 
ou des parties de revendlcatlons, ayant trait aux Inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a et£ etabll ne peuvent falre 
obllgatolrement 1 'objet d'un rapport prel1m1na1re d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT;. Le deposant est avertl que la Hgne de condulte adoptee par 1 'OEB 
aglssant en quallte d' administration chargee de Texamen prel1ra1na1re 
International est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
prellmlnalre sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera Inchangee, Independamment du fait que les revendlcatlons 
alent ou n alent pas ete modifies, solt aprds la reception du rapport de 
recherche, solt pendant une quel conque procedure sous le Chapltre II. 
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